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PROCEDE DE MUTAGENESE DIRIGEE MASSIVE . 

La presente invention concerne le domaine de la 
biologie moleculaire et plus particulierement celui de la 
5 mutagenese. Elle a pour objet un procede de mutagenese 

dirigee a haut debit, c'est-a-dire la constitution de 
nombreux mutants diriges en un temps et un nombre d'etapes 
reduits . Ce procede sera done qualif ie de « mutagenese 
massive ». 

10 La mutagenese est une technique visant a 

modifier artif iciellement la sequence nucleotidique d'un 
fragment d' ADN dans le but de modifier l'activite biologique 
qui- en decoule . La mutagenese a pris cette derniere decennie 
une place importante dans de nombreux travaux de biologie 

15 moleculaire. 

Le terme de mutagenese peut etre associe a trois 
modifications distinctes d'un fragment d' ADN : 

- la deletion, qui consiste a eliminer des 
nucleotides du fragment" d' ADN d'interet, 

- 1' insertion, qui consiste a en raj outer, et 

- la substitution, qui consiste a reraplacer une 
ou plusieurs bases par un mime nombre de' bases de nature 
differente. 

Les techniques de mutagenese peuvent etre 
25 separees en deux grands groupes : la mutagenese aleatoire 

d'une part, et la mutagenese dirigee d' autre part. 

La mutagenese aleatoire vise a introduire des 
substitutions de nature et de position aleatoires dans un 
fragment d' ADN. Historiquement, la mutagenese aleatoire 
30 etait realis.ee au moyen de procedes chimiques alterant la 

structure de 1' ADN. Plus recemment, 1 ' amplification d'une 
molecule en utilisant une polymerase dans des conditions 
particulieres a souvent remplace les procedes chimiques. Ces 
■conditions particulieres sont caracterisees en ce qu'elles 
35 alterent les capacites de 1' enzyme a ' repliquer fidelement 

1'ADN. Celle-ci introduit au fil des cycles des mutations, 
c'est-a-dire des differences par rapport a la sequence 
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initiale. A la fin de la reaction, un grand nombre de copies 
de la molecule initiale sont obtenues, chacune de ces 
molecules comportant des mutations dif f erentes . Ces 
molecules sont presentes sous forme d'une banque, c'est-a- 
5 dire d'un melange de molecules de nature differente 

(diffdrant par la nature et la position de leurs mutations) . 

La mutagenese dirigee vise a introduire une ou 
quelques mutations (substitutions, mais aussi deletions ou 
insertions) de nature et de position connues dans un 

10 fragment d'ADN. Un oligonucleotide est utilise' pour 

introduire cette mutation. Cet oligonucleotide est 
classiquement constitue d'une vingtaine de bases. La 
sequence de cet oligonucleotide est homologue en tout .point 
a la sequence cibl£e sur le fragment d'ADN a 1' exception 

15 d'une ou de quelques positions localisees dans sa partie 

mediane . ' 

Cet oligonucleotide est ensuite utilise pour 
amorcer une reaction de replication (ou d' amplification, 
c'est-a-'dire de multiples replications) en utilisant le 
20 fragment d'ADN comme matrice. La sequence nouvellement 

synthetisee contient la modification recherchee. 

Les premieres techniques de mutagenese dirigee 
etaient basees sur 1 ' amplification du seul fragment d'ADN 
d'inter£t (sous la forme d'un fragment d'ADN lineaire) , qui 
25 devait ensuite etre introduit dans un plasmide. Ces 

techniques etaient fastidieuses et devaient etre adapt£es a 
chaque systeme d' etude. 

Plus recemment, 1 ' oligonucleotide mutant a ete 

* * 

utilise pour repliquer directement le plasmide contenant le 
30 fragment d'ADN d'interet. Le nombre de manipulations a 

■ 

realiser est ainsi minimise. 

La realisation pratique de .la mutagenese dirigee 
est cependant loin d'etre simple. Se pose notamment le 
probleme de l'isolement des molecules ayant incorpor£ la 
35 mutation par rapport aux molecules ne 1' ayant pas. 

incorporee. La seule replication d'un fragment d'ADN 
circulaire (correspondant au cas classique d'un gene clon£ 
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dans un plasmide) au moyen d'un oligonucleotide mutant ne 
permet pas, en 1' absence de systeme de selection/ d' observer 
un taux de mutagenese detectable. L'ADN synthetise in vitro 
pouvant £tre distingue de l'ADN synthetise dans des 
bacteries sur le critere de son contenu en- bases methylees, 
un systeme de criblage base sur ce critere a <§te mis au 
point et generalise. II s'agit d'utiliser 1'enzyme Dpnl, 
specif ique de sites presents sur l'ADN methyle mais pas sur 
l'ADN non methyle (Lacks et al . , 1980, Methods in 
Enzymology, " 65 :138). Les molecules n'ayant pas subi de 
replication in vitro sont ainsi £limin6es . Mais meme en 
utilisant ce systeme de criblage de mutants, l'efficacite de 
la reaction de- mutagenese reste faible et voisine ' de 5% 
seulement de molecules mutantes. 

Ce faible taux de mutants est notamment du au 
fait qu'a 1' issue de la reaction de mutagenese dirigee,. les 
molecules circulaires sont introduites dans, des bacteries 
contenant un systeme de reparation de l'ADN qui elimine une 
grande partie des mutations si celles-ci ne sont port^es que 
par l'un des brins d'ADN. 

De norobreux systemes ont <§te proposes pour 
tenter d'ameliorer l'efficacite de ces techniques de 
mutagenese. Ces techniques necessitent le plus souvent un 
second oligonucleotide permettant d'ameliorer la frequence 
des molecules mutantes avant criblage (Brevet EP 96942905" ; 
Brevet WO 9935281). D'autres systemes . utilisent 6galement un 
second oligonucleotide permettant un systeme de criblage 
particulier et parfois plus efficace (Brevet EP 0938552, 
Catalogue Clontech 2000, page 45). Enfin d'autres systemes 
utilisent des souches ' bacteriennes particulieres , ces 
systemes ayant pour objet de minimiser la d£perdition de 
rendement due a l'activite reparatrice des bacteries (Brevet 
US 4>873,192 ; Brevet EP 0938552). 

Enfin, la plupart des techniques existantes 
permettent d'integrer simultanement ' plusieurs 

oligonucleotides dans une sequence d'ADN. En regie generale, 
jusqu'a trois ' oligonucleotides ont pu §tre introduits 
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simultanement en differents lieux du fragment a muter 
(Brevet WO 9935281 ; Brevet EP 0938552) . Un article fait 
meme reference a 1'obtention de molecules ayant 
simultanement integre jusqu'a sept oligonucleotides en une 
5 seule etape (Perlak et al . , 1990, Nucleic Acid Research, 

18 :7457)- 

La notion de banque n'est pas, dans la technique 
selon l'art anterieur, adaptee pour caracteriser les 
produits obtenus a 1' issue d'une reaction de mutagenese 

10 dirigee. En effet, dans la grande majorite des cas, un seul 

produit est obtenu a 1' issue de la reaction, contenant une 
seule mutation. Dans les cas ou plusieurs mutations sont 
introduites simultanement au moyen de plusieurs 
oligonucleotides (Brevet WO .9935281 ; Perlak et al . , 1990, 

15 Nucleic Acid Research., 18 :7457), les seuls produits 

recherches sont ceux ayant incorpore la totalite des 
mutations, et la technique tend a etre optimisee dans 
l'objectif de maximiser la frequence.de ces produits. Les 
produits n' ayant incorpore qu'une petite fraction des 

20 mutations sont minimises et sont dans ces rapports 

consideres comme des produits secondaires. 

La mutagenese peut avoir pour but le gain ou la 

perte d'une activite. 
25 Le gain d'une activite, ou plus frequemment sa 

simple amelioration, est particulierement interessante dans 
.les domaines de 1 ' enzymologie ou de 1 ' association ligand/ 

recepteur. Ainsi, pouvoir disposer d'une enzyme d' activite 

am^lioree peut permettre de reduire les couts de procedes 
30 " industriels utilisant ces enzymes. De meme, l'af finite de la 

liaison entre un ligand et son recepteur peut etre amelioree 

grace a quelques mutations localisees au niveau du site de 

reconnaissance de l'un par 1' autre. 

La recherche de ces ameliorations d' activity est 
35 souvent designee de facon generique • par « evolution 

■ * 

moleculaire ». II s'agit de simuler 1'evolution lors' de 
reactions in vitro, en introduisant des' mutations dans un 
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fragment d'ADN et en selectionnant ceux ayant des activites 
ameliorees. Plusieurs tours de mutagenese /selection miment 
ainsi 1' evolution d'une molecule en presence d'une pression 
selective. 

Le type de mutagenese 'utilise le plus 
frequemment dans ce contexte est la mutagenese aleatoire. En 
effet, aucun element ne permettant general ement de definir a 
priori la nature et la position des changements susceptibles 
d'apporter une amelioration de 1' activite etudiee, il est 
necessaire dans ce contexte de produire un grand nombre de 
molecules ayant chacune des mutations de position et de 
nature differentes, afin de maximiser les chances que parmi 
elles se trouve une molecule correspondant a une activite 
ameiioree. 

La perte de 1' activite biologique associee a un 
fragment d'ADN ayant ete sounds a mutagenese' apporte des 
informations particulieres sur les acides amines supportant 
son activite. Ainsi, si la modification d'un acide amine 
entraine la perte de 1' activite biologique, il est probable 
que cet acide amine intervienne dans la constitution du site 
actif" supportant cette activite biologique. Ces resultats 
doivent cependant etre consideres avec beaucoup de nuances : 
il est par exemple possible que cet acide ^ amine 
n' intervienne pas directement dans le site actif de 
I'activite biologique, mais qu'il prenne part a des • 
activites annexes, comme I'adressage intracellulaire de la 
proteine par exemple. D' autre part, il est possible que la 
modification introduite destabilise 1' ensemble de la 
proteine, 1' effet de la substitution introduite etant alors 
indirect et non direct. Pour ces deux raisoris, il est 
important de savoir reconnaitre sur un gene codant pour une 
. proteine les motifs supportant les activites d'adressage, de 
localisation membranaire, de liaison de cof acteurs... D' autre 
part, il est essentiel que les modifications introduites 
induisent le moins de destabilisation possible de la 
proteine. Le plus souvent, ce sont de petits acides amines 
' hydrophobes, 1' Alanine ou la Valine, qui sont introduits en 
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substitution des acides amines d'origine. Ces petits acides 
amines sont connus pour conserver la majorite des structures 
secondaires proteiques (Helice a ou f euillet p) , et done 
pour minimiser les destabilisations globales des proteines. 
5 Les travaux menes dans ce domaine impliquent la 

creation d'un grand nombre de mutants ponctuels portant 
chacun une substitution differente d'un acide amine de la 
proteine par une alanine. Ces travaux necessitent une somme 
de travail tres important e, chaque mutant devant etre 

10 realise independamment . 

II existe des exceptions aux cas generaux 
presentes ci-dessus . La mutagenese dirigee a ete utilisee 
dans le contexte de la recherche d'un gain d'activite. Dans 
le cas ou la region du site actif est bien connue, on peut 

15 en effet esperer que la modification dirigee des acides 

amines le constituent est susceptible d'entrainer une 
amelioration de l'activite. Ainsi, il est propose dans le 
brevet europeen No. 527 809 de remplacer sequentiellement 
les acides amines . d' une region active par un acide amine 

20 frequemment implique dans les sites actif s (la serine par 1 

exemple) en utilisant une technique apparentee a la 
mutagenese dirigee. Cette technique presuppose cependant de 
disposer d' informations precises concernant le site actif de 
la molecule etudiee, et utilise une technologie ne 

25 permettant pas d'introduire un grand nombre de modifications 

sur un fragment d'ADN. 

A 1' inverse, des experiences de mutagenese 
aleatoire ont ete menees dans un contexte de recherche de. 
perte d'activite (Loeb et.al., 1989, Nature, 340 :397). Dans 
30 ce cas, de tres nombreux clones doivent etre analyses pour 

obtenir des resultats concordants et ainsi s'affranchir des 
limites posees par le remplacement aleatoire. 

» 

La presente invention est une technique 
35 intermediaire entre la mutagenese dirigee et la mutagenese 

aleatoire. En effet, son objet n'est pas comme dans le cas 
de la mutagenese dirigee simple d' obtenir un seul produit en 



PCT/FR01/U2666 

WO 02/16606 

7 

fin de reaction contenant ia ou les mutations souhaitees, 
mais d'obtenir un melange de molecules contenant chacune une 
ou plusieurs des mutations d6sirees. L'objet du procede 
objet de la presente invention n'est pas non plus 
5 d'introduire au niveau d'une position donnee n'importe 

quelle substitution, comme dans le cas de la mutagenese 
aleatoire, mais au contraire d'y introduire un type ' de 
substitution particulier et predefini. 

Ce procede combine ainsi les avantages de la 

10 mutagenese dirigee (controle de la nature des modifications 

obtenues en une position donnee) , et de la mutagenese 
aleatoire (obtention d'un grand nombre de mutations 
differentes reparties ' sur de nombreuses positions du 
fragment d'ADN a muter).. II permet de realiser en un temps 

15 tres court un grand nombre de mutations dirigees. 

Ces buts sont atteints selon 1' invention grace a 
un procede de mutagenese d'un gene cible consistant a 
preparer une serie , de N oligonucleotides de sequence 
20 substantiellement compl^mentaire d'au moins une region du 

gene cible, puis a faire reagir ladite serie 

* » 

• d' oligonucleotide avec ledit gene cible dans des conditions 
permettant la production de copies du gene cible portant au 
moins une mutation. Le gene cible est port£ par un plasmide 

25 circulaire double-brin . . Chaque oligonucleotide presente une 

sequence complement aire' d'une region differente du gene 
cible et au moins une mutation placee au centre de la 
sequence de 1' oligonucleotide . 1' ensemble N desdits 
oligonucleotides de la . serie, avec N sup6rieur a 5, couvre 

30 tout ou partie de la sequence dudit gene cible. On fait 

ensuite reagir ladite serie d' oligonucleotides avec le gene 
cible en presence d'une polymerase de fagon £ g£nerer une 
banque de genes mutes ou chaque mutation provenant d'un 
oligonucleotide different est presente en moyenne dans moins 

35 de 1/5 des g&nes de la banque. 

Le procede de l' invention est remarquable en ce 
que la contrainte liee a la position de la mutation et celle 
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liee a sa nature sont dissociees ; il est par exemple 
possible de realiser des mutations d'un type particulier 
(par exemple n'importe quel codon vers Alanine) sur toute 
une sequence codante. Dans cet exemple, chacun des mutants 

5 obtenus en fin de reaction contient ' une ou plusieurs 

mutations de nature connue (codon alanine) , mais de position 
non connue. A 1' inverse, le procede de 1' invention permet 
d'incorporer sur quelques positions particulieres des 
oligonucleotides contenant des bases degenerees . Dans cet 

10 exemple, les positions sont relativement connues (le nombre 

de positions est limite) , . et la nature ' des mutations 

introduites est inconnue. 

Ces caracteristiques contrastent par rapport aux 

techniques de mutagenese aleatoire, ou ni la nature ni la 
15 position des mutations ne sont , connues, et la mutagenese 

dirigee ■ classique, ou la nature et la position de la 
mutation introduite sont, connues. 

Le procede de 1' invention est egalement 
remarquable par le fait qu'a 1' issue de la reaction de 
20 mutagenese, on dispose d'un grand nombre de molecules d'ADN 

diff.erentes, constituant done une banque. Ces molecules 
correspondent k toutes les molecules d'ADN ayant incorpore 
au moins une mutation au niveau des sites prealablement 
pointes. Le nombre de molecules mutantes differentes est 
25 tres important car toutes les combinaisons de mutations sont 

possibles . 

Le procede de mutagenese selon 1' invention peut 
egalement s ' appliquer a une banque de genes mutes. Cette 
banque est alors utilisee comme matrice k la place du gene 
30 cible. On prepare une serie de N oligonucleotides de 

sequence substantiellement complementaire d'au moins une 
• region des genes mutes cibles, puis on fait reagir ladite 
serie d' oligonucleotides avec lesdits genes mutes cibles 
dans des conditions permettant la production de copies des 
35 genes mutes cibles portant au moins une mutation. Les genes 

mutes cibles sont portes. par des plasmides circulaires 
' double brin, et chaque oligonucleotide presente une sequence 
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• complementaire d'une region differente des genes mutes 
cables et au moins une mutation placee au centre de la 
sequence de 1 < oligonucleotide, l'ensemble N desdits 
oligonucleotides de la serie, avec N superieur a 5, couvre 

5 tout ou partie de la sequence desdits genes mutes cibles. On 

fait ensuite reagir ladite serie d' oligonucleotides avec les 
genes mutes cibles en presence d'une polymerase de fagon a 
generer une banque de genes mutes ou chaque mutation 
■ provenant d'un oligonucleotide different est presente en 

10 moyenne dans moins de 1/5 des genes de la banque. 

Une autre application du procede selon 
1- invention consiste en ce que la banque de genes mutes 
cibles utilisee comme matrice a prealablement ete obtenue 
par le procede de mutagenese massive. Le nombre moyen de 

15 mutations par molecule augmente avec le nombre de tours de 

mutagenese massive realises. 

Selon une forme avantageuse de realisation du 

• precede de 1' invention, ■ N est compris entre environ 5 et 10 s 
20 et de preference entre 50 et 500, et chaque mutation 

provenant d'un oligonucleotide different est presente en 
moyenne dans entre 1/5 et 1/10 6 et de preference entre 1/50 

et 1/500 des genes de la banque. 

Le procede de 1' invention envisage tout , 
25 particulierement le cas ou la serie d.» oligonucleotides 

comprend N oligonucleotides differents et ou chaque mutation 
provenant d'un oligonucleotide different est presente dans 
en moyenne environ 1/N des genes de la banque, avec N ayant 

la valeur ci-dessus.. 

Cette caracteristique distingue le procede de 

1'invention de 1'art anterieur, ou les. exemples de 
mutagenese multiple utilisant simultanement plusieurs 
oligonucleotides sont au contraire basees sur des taux 
d' incorporation de chaque oligonucleotide ' superieur a. 75%. 
35 En effet, ces approches ont pour but d'isoler uniquement le 

■ mutant ayant incorpore tous les oligonucleotides, et les 
taux d' incorporation eleves permettent facilement • de 
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parvenir a ce but. Au contraire, dans le precede selon 
V invention, la frequence de mutation au niveau de chacune 
des mutations a introduire est controlee de facon a ne pas 
obtenir de molecules d'ADN contenant un trop grand nombre de 

5 mutations. L'objectif est de disposer de mutants contenant 

chacun une mutation ou une combinaison de quelques mutations 
differences. Pour ce faire, le ratio entre la quantite de 
cnaque oligonucleotide mutant et la quantite de matrice a 
muter doit etre controle. Ce ratio est compris entre 0,01 et 

10 100, et preferentiellement entre 0,1 et 10 selon les cas . 

La reaction entre la serie d' oligonucleotides 
avec le gene cible ou avec la banque de genes mutes cibles 
peut etre realisee avec differents types de .polymerase, 

15 ' avantageusement thermostables . Un premier mode de 
realisation consiste a utiliser une polymerase ayant une 
activite de deplacement de brin comme la Taq polymerase, ou 
une activite exonucleasique 3'->. 5' comme la Pfu polymerase. 
Dans ce mode de realisation, la reaction peut comprendre la 

20 presence- d'une ligase, Un . second mode de realisation 

consiste a utiliser une polymerase n' ayant pas d' activite de 
deplacement de brin ou ' exonucleasique 3 ■ -> 5' comme la T4 
polymerase, et dans ce cas la reaction est realisee en 
1' absence de ligase. 

Les oligonucleotides de la serie ont une taille 
comprise entre 10 et 100 et de preference entre 15 et 25 
nucleotides. Chacun d' entre eux est homologue d'une partie 
de' la sequence d'ADN a muter, a 1' exclusion d'une ou de 
30 quelques positions localises dans sa partie interne, qui 

constituent, la ou les mutations a introduire. Ces 
oligonucleotides peuvent etre chevauchants , e'est-a-drre 
comprendre des sequences communes de deux regions 
differentes adjacentes. Les oligonucleotides sont 
35 preferentiellement tous de.meme orientation, de facon a ce 

. qu'un seul brin du gene cible soit replique, ce qui permet 
d' obtenir un taux de mutagenese f aible . 
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Dans un mode • de realisation particulier, les 
oligonucleotides sont reconstruits . a partir de deux 
oligonucleotides, selon le procede decrit dans le brevet US 
5 858 731. 

5 Avantageusement, chaque oligonucleotide comprend 

1 ou plus mutation (s) et de preference de 1 a 3 mutation (s) 
placee(s) au centre de sa sequence. 

Lesdites mutations de chaque oligonucleotide 
peuvent etre choisies parmi des deletions et/ ou des 
10 insertions de un ou plusieurs nucleotide (s) . 

One forme particuliere de mutations consiste a 
utiliser des oligonucleotides degeneres . C'est-a-dire que 
chaque oligonucleotide de la serie est present en plusieurs 
exemplaires, chaque exemplaire possedant un nucleotide 
15 different au niveau de la ou desdites mutation (s) . 

Une autre forme particuliere de mutation 
. consiste en ce que chaque mutation est du type permettant 
d'introduire un codon identique dans chaque oligonucleotide 
ou un codon correspondent au meme acide amine, en 
•20 substitution du codon original du gene cible.^ 

Avantageusement, ledit codon correspond a un acide ■ amine 
choisi dans le groupe comprenant Ala, Val, Gly, Leu, lie. 
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Le procede de 1' invention peut etre decrit plus 
precisement a l'aide des etapes suivantes : 

- On prepare la ma trice, de preference un 
plasmide contenant le ou les fragments d'ADN a muter. 

- On synthetise les oligonucleotides mutants 
differents . de preference entre 5 et 10 6 , et plus 
preferentiellement entre 50 et 500, puis on melange 
1' ensemble des oligonucleotides mutants. La concentration 
finale de chacun des oligonucleotides dans le- melange est 
ainsi divisee lors de cette etape par le nombre 

d ' oligonucleotides . 

- On les ajoute a la matrice, c'est-a-dire au 

plasmide. contenant le ou les . fragments d'ADN a muter, a une 
concentration telle que le rapport entre le- nombre de 
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molecules de raatrice et le nombre de molecules de chacun des 
oligonucleotides mutants soit corapris entre 0,01 et 100, et 

de preference entre 0,1 et 10. 

- On denature la ma trice par la chaleur (environ 
95°C) , de fagon a disposer temporairement d'ADN simple brin. 
Lors du retour a une temperature plus basse, certains ou 
tous les oligonucleotides presents dans le melange se fixent 
sur la matrice au niveau de leur site d'homologie. 

- On ajoute tous les elements necessaires a 
realiser une replication de la matrice a partir des 
oligonucleotides mutants, et notamment une polymerase, le 
tampon ' permettant son activite, des nucleotides, 
triphosphates en quantite suffisante, les eventuels 

- cofacteurs necessaires. La reaction de replication a ensuite 
lieu dans les conditions de temperature correspondant a 
1' activite maximale de la polymerase. Eventuellement , une 
ligase peut etre ajoutee lors de l'etape de replication, de 
fagon a ce que les brins d'ADN neosynthetises se liguent au 
niveau de l'extremite 5.' d'un autre oligonucleotide, lie sur 
la matrice en 3' du premier. Dans ce cas, les 
oligonucleotides sont prealablement phosphoryles . 

- Eventuellement, on repete les etapes de 
denaturation et de replication plusieurs fois. Dans ce cas, 
il est preferable que la polymerase soit thermostable, afin 

' d'eviter la necessite de raj outer de 1' enzyme a chac^ie 
'cycle. A 1' issue de cette reaction, les molecules d'ADN 
presentes dans le melange sont de plusieurs types : 

- d'une part, il reste de la matrice initiale 
double brin n'ayant pas ete . ef f icacement repliquee, 

- d' autre part, une parti e. des molecules a ete 
repliquee, c'est-&-dire qu'elles contiennent un brin 
d'origine et un brin neosynthetise a partir d'une ou de 
plusieurs amorces que constituent les oligonucleotides 
mutants . 

- On soumet le melange obtenu h la digestion par 
1' enzyme Dpnl, ou une autre enzyme de restriction permettant 
de supprimer les molecules d'ADN methyles sur les deux brins 
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et de conserver celles qui ne sont pas methyles ou hemi- 
methyles . 

- On transforme des bacteries competentes par le 
melange precedent, ces bacteries sont ensuite etalees sur un 

5 milieu contenant un agent selectif de fagon a selectionner 

les bacteries ayant integre un plasmide. Les molecules d' ADN 
qui ont ete clivees a l'etape precedente sont eliminees car 
la presence d'un plasmide circulaire complet est 
indispensable a la survie de la bacterie en milieu selectif. 

- On preleve individuellement les . colonies 
bacteriennes obtenues et on les utilise pour ensemencer un 
milieu nutritif selectif. Une preparation d' ADN plasmidique 
de ces cultures est ensuite realisee afin d'isoler une 
grande quantite d' ADN plasmidique. potentiellement mutant. Un 

15 examen des differentes molecules d' ADN plasmidigues a ce. 

stade permet de calculer le taux moyen d' incorporation de 
chaque oligonucleotide, et de verifier que celui-ci est 

voisin de la valeur recherchee. 

- Eventuell'ement, on teste 1'activite biologique 
20 correspondant aux ' ■ differ ents lots de preparations 

plasmidiques mutantes.. L'activite mesuree pent itre 
■ superieure a celle du fragment non mute, egale, ou 
inferieure. Dans le cas ou 1'activite est modifiee, le 
plasmide correspondant est sequence de facon a pouvoir 
25 localiser la position de la mutation introduite. Dans un 

mode de realisation prefere, on teste 1'activite biologique 
correspondant aux molecules mutantes, et on compare cette 
mesure a celle de 1'activite biologique correspondant a la 
molecule d' ADN plasmidique non mutee. Lorsque 1' observation 
30 de ces mesures fait apparaitre une difference signif icative, 

les molecules mutantes sont sequencees afin de mettre en 
evidence la position de la mutation a l'origine de cette 
modification d'activite. L'ordre de ces deux dernieres 
etapes est inverse par rapport aux techniques habituelles de 
35 • mutagenese dirigee, qui impliguent generalement 1'obtention 
et la verification de la molecule mutante prealablement au 
test de son activite biologique. 
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Ainsi, une forme de realisation du precede de 
mutagenese selon 1' invention comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare une matrice constitute d'un 
plasmide contenant le gene cible ou la banque de genes mutes 

cibles et un gene de resistance, 

b) on prepare une serie equimoleculaire 
d' oligonucleotides presentant une sequence complementaire 
d'une region differente du gene cible ou la banque de genes 
ncutes cibles et au moins une mutation placee au centre de la 
sequence de 1' oligonucleotide, 1' ensemble des 
oligonucleotides de la serie couvrant tout ou partie de la 

sequence dudit gene cible, _ 

c) on melange la serie d' oligonucleotides 

preparee a 1'etape (b) avec le plasmide de 1'etape (a) selon 
un rapport molaire de chaqae oligonucleotide par rapport au 
plasmide compris entre 0,01 et 100 et de preference entre 
0,1 et 10, 

d) on denature le melange de 1'etape (c) par la 
temperature de fagon a obtenir une matrice simple brin, 

e) on soumet le melange de 1'etape (d) a une 
temperature permettant 1 'hybridation des " oligonucleotides 

■ 

sur la matrice, 

f) on ajoute au melange au moins une polymerase, 

son tampon et ses cofacteurs, et une quantite suffisante de 
chacun des nucleotides triphosphates, pour permettre la 
•replication des brins de la matrice a partir de .n'importe ■ 
lequel des oligonucleotides, 

g) eventuellement on repete les etapes (d) , (e) 

h) on selectionne par tout moyen approprie les 
produits de 1'etape (f) ou (g) ayant subi la replication, 

i) on transfbrme les produits selectionnes a 
1'etape (h) dans des bacteries competentes, et l'on 
selectionne les produits portant un plasmide sur un milieu 
selectif correspondant a un gene de resistance' porte par le 
plasmide de 1'etape (a). 



WO 02/16606 



15 



PCT/FR01/02666 



Avantageusement, l'etape (h) ci-dessus consiste 
a soumettre les produits de l'etape (f) a 1' action d'une 
enzyme de restriction selectionnant les produits ayant subi 
la replication, coirane 1' enzyme Dpnl . 

Les oligonucleotides peuvent §tre phosphoryles a 
leur extremite 5' lorsqu'a l'etape (f) on ajoute une ligase, 
avantageuseraent une ligase thermostable. 

Le procede de mutagenese selon 1' invention est 
particulierement utile pour mesurer l'activite. biologique 
des proteines mutees codees par les genes cibles mutes. En 
consequence, le gene cible est une molecule d' acide 
nucleigue codant pour une proteine d'interet avec ou sans 
ses propres sequences de regulation. Si le gene cible ne 
comprend pas les sequences de regulation, comme un 
promoteur, celles-ci sont presentes au niveau du plasmide. 

L' invention concerne done aussi un procede de 
mutagenese d'une ' proteine cible ou d^une banque de proteines 
mutees cibles, ' caracterise en ce qu'il comprend la 
preparation d'une banque d' expression de genes mutes a 
partir d'un gene cible codant pour ladite proteine selon le 
procede de mutagenese decrit precedemment, puis 1' expression 
desdits genes mutes pour produire une banque de proteines 
mutees, et .eventuellement le criblage desdites proteines 
mutees pour une fonction desiree, avantageusement par 
rapport a la proteine cible. 

» 

L ' invention permet done la realisation .d'un 
proced^ de selection de proteines mutees presentant une 
activity modifiee par rapport a la meme proteine non mut£e, 
ou du gene mute correspondant & ladite proteine mutee, 
comprenant un procede de mutagenese ci-dessus, puis apres le 
criblage desdites proteines mutees pour une fonction 
desiree, avantageusement par rapport a la proteine cible, la 
selection de la proteine mutee presentant la fonction 
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desiree, et eventuellement le seqaencage du gene mute 
correspondent a ladite proteine mutee. 

Ces precedes de mutagenese d'une proteine cible 
ou d" une banque de proteines mutees cibles ou de selection 
d'une proteine mutee ou du gene correspondent selon 
1' invention sont caracterises en ce qu'ils comprennent la 
preparation d'une banque d' expression de genes mutes a 
• partir d'un gene cible codant pour ladite proteine, pu^s les 

etapes suivantes : 

j) on incube le milieu selectif a la temperature 

adequate pendant le temps suffisant k la pousse de colonies 

bacteriennes individuelles, 

k ) on ensemence des cultures de bacteries 

individuelles a partir des colonies de l'etape (j), 
15 i) on effectue des preparations d'ADN 

plasmidique des cultures de l'etape (k) , ^ ^ 

m) on mesure l'activite biologique associee a 
chaque preparation d'ADN plasmidique de l'etape (1) et on 
compare le resultat obtenu par rapport a celui mesure en 
utilisant l'ADN plasmidique non mute. 

n) eventuellement, on sequence les preparations 
d'ADN plasmidique ayant permis d'observer des modifications 
significatives de l'activite biologique. 
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•L' invention a egalement pour objet une serie 
d' oligonucleotides mutes, par rapport a' un gene cible ou a la 
banque de genes mutes cibles comme defini precedemment. 

L' invention a encore ■ pour objet une banque de 
genes mutes susceptibles d'etre obtenue par un precede 
decrit precedemment caracterisee en ce que chaque mutation 
differente est presente en moyenne dans moins de. 1/5 des 
g^nes de la banque et de preference en moyenne dans environ 
1/N des genes de la banque, avec N superieur ^ a 5, de 
preference avec N compris entre environ 5 et 10 6 et tout 
preferentiellement avec N compris . entre 50 . et 500.. De 
preference, cetta banque est obtenue, conformement au 
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precede de 1 ' invention, grace a la mise en ceuvre de N 

oligonucleotides avec N superieur a 5 , de preference avec N 

compris entre environ 5 et 10 s et tout pref erentiellement 
avec N compris entre 50 et 500. 



D' autres avantages et carac t<£ristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent donnes a 
titre non limitatif et des des sins en annexe dans lesquels : 

La figure 1 represente une repartition des 
10 oligonucleotides mutants sur la sequence de la molecule CD4 . 

Chacun des oligonucleotides contient trois mutations au 
maximum, representees ici par la brisure de la ligne de la 
fleche, localisees en son centre, destinees a changer le 
codon vise en Alanine. Les oligonucleotides se chevauchent 
les uns les autres, et sont representes ici sur trois 
niveaux par mesure de clarte . Dans l'exemple de la figure 1, 
24 oligonucleotides mutants seulement sont representes. Dans 
l'exemple 1 ci-apres, 95 oligonucleotides ont ete utilises 
simultanement. Dans cet exemple, les oligonucleotides 
portant.ies mutations sont tous de meme orientation. 

La figure 2 est un resume schematique des etapes 
du procede de mutagenese selon 1' invention a partir des 
oligonucleotides mutants de la figure 1. Les mutations dans 
les molecules d' ADN sont representees par une barre^ 
25 verticale. Les lettres signifient : 

- (a) polymerisation (polymerase, dNTP, Tampon 

et cofacteurs) ; 

- (b) digestion par Dpnl pour ' eliminer les 

matrices initiales ; 
30 - ( C ) transformation de bacteries . competent'es 

puis etalement sur milieu selectif ; 

- (d) ensemencement de cultures ■ bacteriennes • a 
partir des colonies isolees puis preparation d' ADN 
plasmidique . 

35 ( e ) test phenotypique puis selection et 

sequengage des mutants ayant le pheno type recherche. 
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La figure 3 represente un example de 
construction d» oligonucleotides mutants a partir de demi- 
oligonucleotides comprenant une ligation par la T4 ligase. 

La figure 4 dorme des exemples de representation 
5 schematise des oligonucleotides covenant des bases 

degenerees au niveau des points de mutation. La lettre N 
signifie que n'importe laqaelle des 4 bases pent ^etre 
presente a ce endroit. Ainsi. 1 ' oligonucleotide concerne est 
en realite constitue d'un melange de 4 N especes moleculaires . 

10 

Bxemple 1 • Alanine Scanning. 

Un gene codant pour la molecule CD4 a ete 
introduit dans le vecteur SK + . Les 95 premiers codons de ce 
gene ont ete la cible d'une reaction de mutagenese massive 
15 selon la technique de 1' invention. 

Pour ce faire, une serie de 95 oligonucleotides 
de 21 bases ont ete synthetises . Chacun de ces 
oligonucleotides etait complemented d'une sequence du gene 
CD4 centree sur . un codon. Ainsi, le premier oligonucleotide 
20 etait homologue. d'une sequence centree sur le ccto 1. 

etait parfaitement homologue a 9 bases de cheque cote dudit 
codon, et contenait 3 mutations, destinees ' a transformer le 
premier codon en codon Alanine (Figure 1) . 

De meme, le second oligonucleotide etait centre 
25 sur le second codon et contenait trois mutations adjacentes 

en son milieu. 

Les 95 oligonucleotides, chevauchants entre eux 

et tous de meme orientation, etaient ensuite melanges de 
fason equimolaire et phosphoryles en utilisant la kinase de 
• 30 T4 dans des conditions standards d' utilisation. 

La reaction suivante a ensuite ete realisee : 

Matrice SK-CD4 (250 ng/ fiD \ 
MIX. des 95 oligonucleotides 5'P (0,5 m chacun) ^ ^ 

. dNTP Triphosphates (2,5 mM) 2 5 ul 

35 Tampon 10X de Pfu Polymerase o's ul 

ATP 10 mM °' 1 ^ 
Pfu Polymerase (2,5 U / /U) 
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pfu Ligase (4 U / nl) 
HjO 

Total 
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1 Ml 
7 Ml 



25 Ml 



Le melange a ete sounds a une reaction de 12 

• . rmAor 1M • (35°C, 1') ; (68°C, 20')]. 
cycles de temperature 1(9* C, 

Le melange reactionnel a ensuite 

„• — n«n nar 5 unites de 1' enzyme Dpnl dans des 
une digestion par o ^ 

conditions de tampon adaptees, pendant 30' a 37 C. 

Des bacteries competentes ont ete transformees 
par ce melange en utilisant un protocole de choc ^ermi^e 
et etalees sur une boite de petri contenant 1 agent 

S61eCtif - Le lendemain, un millier de bacteries etaient 

° btenUeS " un schema resumant les etapes de la technique 
est propose en figure^ ^ ^ ^ 

denies d' ADN de la bangue a ete realise P«« ™ £ 
t au* d'integration .'.des mutations, -est-a-dre le 
replacement d'un des 95 codons par un cote [^^ ^ 
examen revelait que la frequence d' incorporation de chaque 
examen revex ^ etait dans ce 

oligonucleotide etait voisme de 1%, ce qui 

cas la valeur recherchee (1/K avec N=95) . 

L es molecules mutantes ont ensuite ete 
' amplifies par culture bacterienne et preparation d' ADN 
amplifies p 51' ADN plasmidique, 

plasmidique. cnacun u 6t6 

a to - hme unioue de molecule mutante, a ete 

correspondent a un . type unique ce iles- 

*„„t-~T- cellules eucaryotes, et cenes 

nt-ilise pour transfecter aes cexxuxc * 

utilise P m^ritieii ou la perte des epitopes 

ci ont ete testees pour le mamtien ou la p 

, , „ = h-p activite etant mesuree par 

portes par la molecule CD4, cette activite et 

la liaison d'un anticorps anti-CD4. 



reconstruction des nliaonuc 
demi-olicrmneleotides ■ 



nHlisant la 
i^nf-ides reconsti-uits a partir de 



Exemplg 2": .Valine, scanning en 
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Une serie de 11 oligonucleotides out ete chacun 
reconstruits a partir de deux demi-oligonucleotides double 
brin La ligation des deux demi-oligonucleotides a ete 
effectuee par une reaction utilisant la T4 ligase. Seul un 
des deux demi-oligonucleotides etant phosphoryle au niveau 
d'une de ses extremites 5', cette reaction avait pour effet 
de permettre 1'obtention d'un seul 

compose de 18 bases (8 de chaque cote P~ f ~ fc «^ 
homologues, et deux en son milieu invariablement constrtuees 

des nucleotides GT (figure 3). 

Ces mutations, destinees a remplacer lea deux 

premiers nucleotides de n'importe quel codon, ^ett^t te 
remplacer ce codon par un codon Valine. Ea effet, 1. code 
genetique etant degenere, les codons valine peuvent s ecrxre 
sous la forme GTN, ou N represente n'importe laquelle des 

^ tre baSeS Une fois obtenus ces 11 oligonucleotides 
reconstruits, homologues de 11 regions distinctes de la 
molecule CD4 , mais portant la mime mutation chang-ent en 
Valine)', par ailleurs orientes dans le meme sens 
protocole etait identique a celui expose dans 1' exemple 1. ^ 
• ii etait recherche une frequence moyenne 
d' incorporation des oligonucleotides ' mutants d' environ 9% 
(1/11) dans cet exemple. 



^«n p 1w 3 : melioration djui] site actif 



>ar 



muhaaenese ^ BB ive a saturation . 

Une fois connus les acides amines prenant part 
directement- au site actif d'une proteine, par exemple grace 
a des donnees de mutagenese massive telle que presentee dans 

, ,. en v= res acides amines peuvent etre 
les exemple precedents, ces aci 

soumis a une mutagenese massive a saturation, c 
visant a introduire un grand nombre de codons 
replacement d'un codon particulier. Ainsi, 6 codons du gene 
codant pour la proteine agaB, enzyme impliquee dans la 
synthese des sucres, etaient identifies comme prenant part 
directement a 1'activite de 1' enzyme. 
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Six oligonucleotides centres sur ces codons 
etaient synthetises. De chaque cote, ,1s 

homologies a 9 bases de la sequence. Au niveau des deux 
nomologu la sequence sauvage 

premiers nucleotides des 4) De cett e 

etait remplacee par la sequence NN(figure 4) 
f U, chacun des 6 codons pouvait etre replace par 

different* codons specif igues d'autres acides «au«. 

Une fois obtenus ces oligonucleotides , la 

faction de mutagenese massive etait identique a celle 

- rite dms n::: 1 une ~ 

d< incorporation des oligonucleotides mutants d< environ 17% 

(1/6) dens eot exemple. ,„(_» . 

ces moleoules d'MJN plasmdique etaient 

de stinees a etre oriblees de fagon a usurer one 
augmentation de Vactivite de I'-n-. 

cat exeirple, bien que n utilisant q» » 
r4 duit d' oligonucleotides motets content des bases 
degenerees, demontra la faisabilit. de 1 ■ adaptatron de la 
"que de I- invention a la .utag^ese de nature aUatoire 
'Sng^ent d'un codon en on grand „o*re d'aotras oodons, 
mais de positions determines. 

■ 

. g^^ejL^pf-imisation des_codon^m_gene 
L es genes contiennent generalement des codons 
,ui. sont defavorables a 1'expression des proteines ; p«r 
Tsouelles ils cedent. Ces codons defavorables peuvent etre 
lesquelles regulation de 1' expression d'un 

vus centime un mecanisme ^ y 

Una Ces codons defavorables sont relativement bien 
■ dentins et il peut etre' necessaire de les modifier en un 
• i dentlfl6s ' 6t 11 P ^expression de la proline mais 

codon plus favorable a l exprea 

n'induisant pas de changement d'acide amine. 

En regie generale, environ 5 % des codons d un 
g ene sont defavorables, et limitent le niveau d' -<™»^ 
Tla proteine correspondante . La modification * > ces codons 
peut permettre d'obtenir de meilleurs mveaux d expression 
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du gene lor, de la production in vi.ro de la proteine 
^respondents^ ^ ^ mdi£ication sirall tenee de tons 
US codons ne psrmet pas d'obtenir cette amelioration do 
niveau d-expression, probablement a oause de la 
dSstabilisation generale de la sequence par un trop grand 

nombre de modifications. 

Les meilleurs niveau d' expression sont 1. plus 
souvent obtenus lors^une partie seulement des codons 

defavorables sont modifies. 

Dans oe =as. une banque de stations portent sur 

c es codons defevoreM.s pent etre realises en -tHi"" 
technique de ^invention, et les 
' ^sentant les meilleurs taux d- expression sont elors 
sllect ionnees. Pour oe fairs, un oligonucleotide s-.tant dort 
Ttre srnthetise pour cheque oodon defavorable, les .utatrons 
n^ts-Tp- oes oligonucleotides stent dsfinies par le fart 
Te lies onsngent un codon defevorable a » 
codon lui stent favorable, sens changer 1. sequence prrrcarre 
*e la -proteine correspond^ 

Dans ce contexce, ^ ^ . 

a< incorporation des " oligonucleotides mutants peut etre 

recnercnee dans une ' fourchette relativement large, par 
recnerchee ^ ^ tota 

exemple entre 1 20 meilleur niveau 

simultanees penaettant d obtenir x nlusi eurs 
• „ nlff = r oas connu. Dans ce contexte, plusieurs 
d' expression n est pas <~uimu. 

, v i des frequences d' incorporation 
banques correspondant a des trequ 

acre realisees. Pour realiser ces 
differentes peuvent etre rea±i&« 

banques event des . taux ds notations dif ferents * 
possible soit ds rsslissr le precede decrit en utrlrsant des 
. cencentretions variables d- oligonucleotides sort de 

rsaliser plusrsurs fois de suite Is precede * 
' ra ssive. ■ fest-a-dire d'etilissr la banque de stents 
produite au cours d'une presuere steps de «ut.genese M ssrv. 
consns aeries d'un. seconde 4tape de mutagen^ messrve. 
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Lie procede . est similaire a celui presente dans 
l'exemple 1. Les molecules mutantes sont ensuite criblees 
sur le critere de leur niveau d' expression : les molecules 
pr^sentant les meilleurs niveaux d' expression sont 
s el ecti onn^e s . 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de mutagenese d'un gene cible, 
consistant a preparer une serie de N oligonucleotides de 
sequence substantiellement complementaire d'au moins une 
region du gene cible, puis a faire reagir ladite serie 
d' oligonucleotides avec ledit gene cible dans des conditions 
permettant la production de copies du gene cible portant au 
moins une mutation, caracterise en ce que le . gene cible est 
porte par un plasmide circulaire double brin, en ce que 
chague oligonucleotide presente une . sequence complementaire 
d'une region differente du gene cible et au moins une 
mutation placee au centre de la sequence de 
1' oligonucleotide, 1' ensemble N desdits oligonucleotides de 
la serie, avec N superieur a 5, couvrant tout ou partie de 
la sequence dudit gene cible, et en ce que l'on fait reagir 
ladite serie d' oligonucleotides avec le gene cible en 
presence d'une polymerase de facon a generer une banque de 
genes mutes ou chaque mutation provenant d'un 
oligonucleotide different est presente en moyenne dans moins 
de 1/5 des genes de la banque. 

2) Procede de mutagenese d'une banque de genes 
mutes cibles, consistant a preparer une serie de N 
oligonucleotides de sequence substantiellement 

complementaire d'au moins une region des genes mutes cibles, 
puis a faire reagir ladite serie d' oligonucleotides avec 
lesdits genes mutes cibles dans des conditions permettant la 
production de copies des genes mutes cibles portant au moins 
une mutation, caracterise en ce que- les genes mutes cibles 
sont portes par des plasmides circulaires double brin, en ce 
que chaque oligonucleotide presente une sequence 
complementaire d'une region ■ differente des genes mutes 
cibles et au moins une mutation placee au centre de la 
sequence de 1' oligonucleotide, 1' ensemble N desdits 
oligonucleotides de la serie, avec N superieur a 5, couvrant 
tout ou partie de la sequence desdits genes mutes cibles, et 
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en ce que l'on fait reagir ladite serie d' oligonucleotides 
avec les genes mutes cibles en presence d'une polymerase de 
facon a generer une banque de genes mutes ou chaque mutation 
provenant d'un oligonucleotide different est presente en 
moyenne dans moins de 1/5 des genes de la 'banque. 

3) Precede de mutagenese selon la revendication 
2, dans lequel la banque de genes mutes cibles a ete obtenue 
selon le procede de la revendication 1. 

4) Procede de mutagenese selon les 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que N est compris 
entre environ 5 et 10* at de preference entre 50 et 500, et 
en ce que chaque mutation provenant d'un oligonucleotide 
different est presente en moyenne dans entre 1/5 et .1/10 et 
de preference entre 1/50 et 1/500 des genes de la banque. 

5) Procede' de mutagenese selon l'une des 
• revendications 1 a 4, caracterise en ce que la serie 

d' oligonucleotides comprend N oligonucleotides differents et 
en ce que chaque mutation provenant d'un oligonucleotide 
different est presente^ dans en moyenne environ 1/H des genes 
de la banque. 

6) Procede de mutagenese selon l'une quelconque 
des revendications la 5, caracterise en ce que ce que l'on 
fait reagir la serie d' oligonucleotides avec le gene cible 
ou la banque de genes mutes cibles selon un rapport molaxre 
de chaque oligonucleotide par rapport au gene cible ou a la 
banque de genes, mutes cibles compris entre 0,01 et 100 et de 
preference entre 0,1 et 10. 

7) Precede de mutagenese selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, caracterise en ce que ce que l'on 
fait reagir la serie d' oligonucleotides avec le gene cxble 
ou la banque de genes ' mutes cibles -en presence d'une 
polymerase ayant une activite de deplacement de brin comme 
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i ' »ii tme activite exonucleasique 3 1 -> 5' 

la Taq polymerase ou une activi 

comrne la Pfu polymerase. 

8) Precede de mutagenese selon la revendication 
. • a op oue ce que 1'on fait reagir la serxe 
7 , -acte-se en «^ ou u ban ^ e de ge nes 

rVoliaonucleotides avec ie a«= 

JL • en presence p.*—~ 

1 depict de brin cu ™>e activite exonccleesxsue 

5' et une ligase. 

9) Precede de .utagenese selon 1'une quelconque 

i a 6 caracterise en ce que ce que 1 on 
des revendxeatxons 1 a 6 ca g 
f-^ reacir la serie d' oligonucleotides avec le g 

\ lone de genes mutes cibles en presence d'une 
ou la banque d .flta placement de brin ou 

polymerase n-ayant pas d act. ^ polym erase, 

d' activite exonucleasique 3 > a . 
et eri 1' absence de ligase. 

■' 10J Precede de nutagenese selon 1'une quelconque 

caracterise en ce que les 
des revendications precedentes, carat 

des reye« chevauchants ou non et 

. oligonucleotides de la serie sent 

presented une taille comprise entre 10 
pref6rence entre 15 et 25 nucleotides. 

U, Procede de mutagenese selon 1'une quelconque 

Andantes caracterise en ce que cheque 
• des revendications precedents c et d e 

oligonucleotide co^rend 1 ou P ^ ^ 

, ^ a *\ h 2 mutation (s) piacee^s; « 

preference de 1 a j muuo 

sequence. 

12) Precede selon l'une quelconque des. 

mutations de etiaque ox y . p i us ieurs 

*. des insertions de un ou y 

deletions et ou aes 

. nucleotide (s) . 
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13) Procede de mutagenese selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce que chaque 
oligonucleotide -de la serie est present en plusieurs 
exentplaires chaque exemplaire posstdant un nucleotide 
different au niveau de la ou desdites mutation (s) . 

14) Procede de mutagenese selon l'uhe quelconque 
des revendications pr£c£dentes, caracterise en ce que chaque 
mutation 'est du type permettant d'introduire un codon 
identique dans chaque oligonucleotide ou un codon 
correspondant au m§me acide amine, en substitution du codon 
original du gene cible. 

15) Procede de mutagenese selon la revendication 
14, caracterise en ce que ledit codon correspond a un acide 
amin«§ choisi dans le groupe comprenant Ala, Val, Gly, Leu, 
lie. 



16) Procede de mutagenese selon l'une quelconque 
20 des revendications 1 a 15, caracterise en ce qu'il comprend 

les etapes suivantes : 

a) on prepare une matrice " constitute d'un 
plasmide contenant le gene cible ou la banque de genes mutes 
cibles et un gene de resistance, 

25 b) on • prepare une strie 6quimoleculaire 

d' oligonucleotides presentant une sequence complementaire 
d'une region differente du gene cible ou de la banque de 
genes mutes cibles et au moins une mutation placee au centre 
de la sequence de 1 ' oligonucleotide, 1' ensemble des 

30 oligonucleotides de la serie couvrant tout ou partie de la 

sequence dudit gene cible ou de ladite banque de genes mutes 
cibles, 

c) on melange la serie d' oligonucleotides 

* 

preparee a l'etape (b) avec le plasmide de l'etape (a) selon 
35 un rapport molaire de chaque oligonucleotide par rapport au 

plasmide compris entre 0,01 et 100 et de preference entre 
0,1 et 10, 
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d) on denature le melange de 1'etape (c). par la 
temperature de facon a obtenir une matrice simple brin, 

e) on soumet le melange de 1'etape (d) a une 
temperature permettant 1 'hybridation des oligonucleotides 

5 sur la matrice, 

f) on ajoute au melange au mo ins une polymerase, 
son tampon et ses cofacteurs, et une quantity suffisante de 
chacun des nucleotides triphosphates, pour permettre la 
replication des brins de la matrice -a partir de n'importe 

10 lequel des oligonucleotides, 

g) eventuellement on repete les e tapes (d) , (e) 

et (f), 

h) on selectionne par tout moyen approprie les 
produits de 1'etape (f) ou (g) ayant subi la replication, 

15 i) on transforme les produits selectionnes a 

1'etape (h) dans des bacteries competentes, et l'on 
selectionne les produits portant un gene mute sur un milieu 
selectif correspondant a un gene de resistance porte par le 
plasmide de 1' etape (a) . 

20 

17) Procede de mutagenese selon la revendication 

16, caracterise en ce'que 1'etape (h) consiste a soumettre 
les produits de 1'etape (f) £l 1' action d'une enzyme de 
restriction seiectionnant les produits ayant subi* la 

25 replication. 

18) Precede de mutagenese selon la revendication 

17, caracterise en ce que 1' enzyme de restriction 
seiectionnant les produits ayant subi la replication est 

30 1 ' enzyme " Dpnl . 

19) Procede de mutagenese selon l'une quelconque 
des revendications 16 a 18, caracterise • en ce que les 
oligonucleotides sont phosphoryies a leur extremite 5' et en 

35 ce qu'a 1'etape (f) on ajoute une ligase, avantageusement 

une ligase thermostable. 
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20) Procede de mutagenese selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
gene cible est une molecule d'acide nucleique . codant pour 
une proteine d'interet avec ou sans ses propres sequences de 
regulation. 

21) Procede de mutagenese d'une proteine cible 
ou d'une banque de proteines mutees cibles, caracterise en 
ce qu'il comprend la preparation d'une banque d' expression 
de genes mutes a partir d'un gene cible codant pour ladite 
proteine selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
puis en ce que l'on exprime lesdits genes mut£s. pour 
produire une banque de proteines mutees, et eventuellement 
en ce que l'on crible lesdites proteines mutees pour une 
fonction desiree, avantageusement par rapport a la proteine 
cible. 

22) Procede de selection de proteines mutees 
presentant une activite modifiee par rapport A la meme 
proteine non mutee, ou du gene mute correspondant a ladite 
prot.eine mutee, caracterise en ce qu'il comprend un procede 
de mutagenese selon la revendication 21, en ce qu'apres le 
criblage desdites proteines mutees pour une fonction 
desiree, avantageusement par rapport a la proteine cible, on 
selectionne la proteine mutee presentant la fonction 
desiree, .et Eventuellement on sequence le gene mute 
correspondant a ladite proteine mutee. 

23) Procede de mutagenese d'une proteine cible 
ou d'une banque de proteines mutees cibles selon la 
revendication 21 ou de selection d'une proteine mutee ou du 
gene correspondant selon la revendication 22, caracterise en 

• ce qu'il comprend la preparation d'une banque d' expression 
de- genes mutes a partir d'un gene cible codant pour ladite 
proteine selon _ 1 'une quelconque des revendications 16 a 2 0, 
caracterise" en ce qu'il comprend apres l'etape (i) , les 
etapes suivantes : 
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j) on incube le milieu selectif a la temperature 
adequate pendant le temps suffisant k la pousse de colonies 
bacteriennes individuelles , 

k) on ensemence des cultures de bacteries 

individuelles a partir des colonies de 1'etape (j), 

1) on effectue des preparations d'ADN 

plasmidique des cultures de 1'etape (k) , 

m) on mesure l'.activite biologique associee a 

chaque preparation d'ADN plasmidique de 1'etape (1) et on 

compare le resultat obtenu par rapport h celui mesure en 

utilisant l'ADN plasmidique non mute. 

n) eventuellement, on sequence les' preparations 

d'ADN plasmidique ayant permis d' observer des mo.dif ications 

significatives de l'activite biologique. 

24) Serie d' oligonucleotides mutes par rapport h 
un gene cible ou h la banque de genes mutes cibles comme 
definie dans l'une quelconque des revendications 1 a 20. 

25) Banque de genes mutes susceptible d'etre 
obtenue par un" procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 20. 
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Fig. 2 (suite) 



Trans foramtion de bacteries 
_ competent es 

(c) 

Etalement sur milieu 
\/ selectif 





Ensemencement de cultures 
bacteriennes a partir des 
colonies isolees (d.) 
Preparation d'ADN 
plasmidique 
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(e) 



Test phenotypique . a „„x. 
Selection et sequengage des mutants ayant 



le phenotype recherche. 
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Fig. 3 



XXXXXXX PGTXXXXXXX 
XXXXXXXCA XXXXXXX 



Ligation par la T4 ligase 




XXXXXXXXGTXXXXXXXX 

XXXXXXXXCA xxxxxxxx 
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Pig. 4 



CCGTGTGATNACGTGCAGA 
ATCGATAGGNNAGAGTCTTA 

p 

■ 

AT GGGAT GANNNAGT T CGATG 



4 especes moleculaires 
16 especes moleculaires 
64 especes moleculaires 
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